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【背景】 
神経堤幹細胞（NCSC）は，末梢神経，グリア細胞，メラノサイト，
内分泌細胞，頭蓋部の骨軟骨，血管平滑筋など様々な細胞への多分化能を有す
る[1]。しかし，その細胞を得るためには 3-5 週の胎児から採取しなくてはなら
ないことからヒトでの研究が進まなかった。人工多能性幹細胞（iPSC）樹立
により, iPSC から分化誘導した NCSC が注目されている。2007 年に Lee らが
ヒト iPSC から NCSC へ分化誘導する手法を報告して以来，様々な手法が報告
されてきた[1]。しかし，それらの多くは iPSC の培養にフィーダー細胞を用い
ていたり，培養液にウシ血清が含まれていたりと，ヒト以外の動物由来成分を
含んでいること，フィーダー細胞を用いる手技が煩雑であることなどの問題が
あった。そこで，本研究の目的は，iPSC から動物由来成分を含まず，かつ簡
便な方法で NCSC を分化誘導することである。 
 
【方法】 
ヒト iPSC（hiPSC）を，Matrigel コーティングした培養皿上で，Rho
キナーゼ（ROCK）阻害薬を添加した mTeSR1 を用いて単層培養を施行。KSR 
medium へ交換して 4 日間培養したのち，KSR medium から神経系細胞培養液
N2 medium へ徐々に濃度を変化させていき，約 12 日で分化させた。BMP アン
タゴニスト Noggin および ALK 阻害剤 SB431542 は分化誘導中同じ濃度で継続
して添加した。分化の指標として NCSC のマーカーである p75, HNK-1, iPSC
のマーカーである SOX2 について免疫化学染色ならびにフローサイトメトリ
ーによる評価を行った。 
 
【結果】 
免疫化学染色では，iPSC は p75 と HNK-1 が陰性，SOX2 が陽性であ
ったのに対して，分化後の細胞は p75 と HNK-1 が陽性，SOX2 が陰性であっ
た。同様に，フローサイトメトリーにおいても，iPSC は p75，HNK-1 ともに
陰性であったのに対して，分化後の細胞では両者ともに陽性である細胞が
63.4±7.4％存在した。以上の結果より，iPSC が NCSC へ分化したと考えられた。 
 
【考察】 
NCSC は脊椎動物で胎生期の一時期に存在し，その発生には BMP や
activin，Wnt シグナルの活性が大きく関わるとされている[2]。これまで報告さ
れた NCSC の分化誘導法としては，noggin や SB431542 を用いて BMP や
activin/nodal/TGFβ シグナル経路を阻害する手法や，Wnt シグナル経路を活性
化し，activin/nodal/TGFβシグナル経路を阻害するが BMP は阻害しない手法な
どが代表的である[1,3]。しかし，これまでの手法は，マウス胚性線維芽細胞を
フィーダー細胞にするなどヒト以外成分を含んでいた。臨床応用を見据えた研
究においては，これらの動物由来成分を含まない，無血清培地を用いることが
望ましい。 
Fukuta らは，Menendez らが報告した手法を改変し，フィーダー細胞を
用いず，Wnt シグナル経路を活性化し，activin/nodal/TGFβ シグナル経路を阻
害するが BMP は阻害しない分化誘導法を報告している[4]。今回我々は，Lee
らの手法を参考に，フィーダー細胞や動物由来成分を用いず，BMP や
activin/nodal/TGFβシグナル経路を阻害する分化誘導法を考案した。 
本法の利点は，動物由来成分を含んでいないことの他にも存在する。
まず，分化効率が，他の研究では 30-80%なのに対し，63.4%と比較的高いこ
と，また，フィーダー細胞を要しないことや添加する薬品が少ないことから手
技が簡便であることがあげられる。 
本研究の limitation としては，まず，作成した NCSC の多分化能を評
価していないことがあげられる。しかし，Lee らは，hiPSC から分化誘導し，
p75，HNK-1 ともに陽性であった細胞は，SOX10 や ERBB3 など他の NCSC マ
ーカーも陽性であり，多分化能を有したと述べており，本法で分化誘導した
NCSC は p75, HNK-1 ともに陽性であったことから，多分化能を有すると考え
られる[1]。次に，１種類の細胞株しか評価していないことがあげられる。hiPSC
には本研究で用いた 253G1 以外にも何種類もの細胞株が存在し，同じ手法を
用いても細胞株によって分化効率に差があることが知られている[5]。しかし、
Lee らの分化誘導プロトコールは比較的汎用性が高く，また，mTeSR も多く
の細胞株で使用可能であることから，本法も汎用性が高いことが推察される。
しかし，さらなる研究が求められる。 
フィーダー細胞など動物由来成分を用いない簡便な方法で iPSC を
NCSC へ分化誘導することに成功した。本手法は，臨床応用を目指した研究に
おいて，有効な方法であると考える。 
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